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NAD+* Analogs, P!, P?-(5-f-nicotinamideribofuranosyl-3"-
adenosyl)-disphosphate (N3”AD+), Lactate Dehydrogena-
se 4M-Isoenzyme

We report on the chemical preparation of the NAD+
analog P!, P?-(5'-f-nicotinamideribofuranosyl-3"-adeno-
syl)-diphosphate (N3”AD+) by applying the 1,1’-carbonyl-
diimidazole activation method. The importance of how
adenosine is linked to the nicotinamide mononucleotide
phosphoriboride (NMNPR*) moiety is discussed with re-
spect to the coenzyme activity in the lactate dehydrogenase
catalyzed reaction.

1. Einleitung

Untersuchungen mit NAD+*-Analoga haben die
Bedeutung des Adenosinteils als hydrophobem An-
ker fiir die Erhaltung der Coenzymaktivitiat gezeigt
[1-9]. Diese Arbeit berichtet iiber die Darstellung
von P!, P%(5-p-Nicotinamidribofuranosyl-3"-ade-
nosyl)-diphosphat (N3”AD*) und stellt den Einfluf3
der Verkniipfungsposition des Adenosins auf die Co-
enzymaktivitat in der Lactatdehydrogenasereaktion
durch Vergleiche mit den NAD+-Analoga Nicotin-
amid-a-adenindinucleotid (NaAD*) [8] und Nico-
tinamidmononucleotidphosphoribosid (NMNPR*)
[1] heraus.

2. Experimentelles

2.1 Methoden

Enzymatische Untersuchungen mit (a) L-Lactat:
NAD*  Oxidoreduktase  [Lactatdehydrogenase
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(LDH), 4M-Isoenzym aus Schweinemuskel, E.C.
1.1.1.27], (b) Orthophosphorsduremonoesterphos-
phohydrolase [Alkalische Phosphatase (APase), E.C.
3.1.2.1}, (c) Oligonucleotid-5-nucleotidhydrolase
[Phosphodiesterase (PDEase I, Schlangengift), E.C.
3.1.4.1] und (d) Oligonucleotid-3’-nucleotidhydrola-
se [Phosphodiesterase (PDEase II, Kalbsmilz), E.C.
3.1.3.18] wie in [8, 10] beschrieben. Sdamtliche Enzy-
me wurden von Boehringer, Mannheim, bezogen.

Chromatographie: Die Siulenchromatographie
wurde mit DEAE-Cellulose, HCO;-Form, (Fa.
Whatman) durchgefiihrt. Fiir die analytische Diinn-
schichtchromatographie (DC) wurden folgende Tra-
gerfolien verwendet: (a) Polyethylenimin-impra-
gnierte Cellulosefolien F 1440 PEI 254 fiir LS I und
II sowie (b) Cellulosefolien F 1440 LS 254 (Fa.
Schleicher und Schiill, Dassel) fiir LS III. Als Lo-
sungsmittelsysteme (LS) fiir die DC wurden einge-
setzt: LSI=0.5M KNO, (pHS5.5); LSII=0.25™m
LiCl (pH 5.0); LS III = Ethanol/1 M Ammoniumace-
tat (7:3, V:V) (pH 6,8). Fliissigkeitschromatogra-
phie (HPLC): Die Retentionszeiten, R, [min], wur-
den mit einem programmgesteuerten Altex-Kon-
tron-Hochleistungsfliissigkeitschromatographen er-
mittelt. Eine detaillierte Beschreibung dieses HPLC-
Systems erfolgt an anderer Stelle [11].

Die Diinnschichtelektrophorese wurde wie in [8]
beschrieben ausgefiihrt.

2.2 Chemische Synthesen

(a) P,P2-(5-f-Nicotinamidribofuranosyl-3”-ade-
nosyl)-diphosphat (N3”AD*, Abb. 1) wurde durch
Anwendung der Imidazolidaktivierungsmethode
[12—15] aus 3’AMP und NMN+* erhalten. 40 pmol
3’AMP wurden iiber das Pyridinium- in das Tri-n-oc-
tylammonium-Salz iberfiihrt und tiber 24 Std. mit
200 pmol 1,1’-Carbonyldiimidazol in 4 ml DMF ak-
tiviert. AnschlieBend wurde tiberschiissiges Aktivie-
rungsreagens mit Methanol zerstort und das aktivier-
te 3’AMP mit 80 pmol des in 5 ml DMF gelosten
Tri-n-octylammonium-Salzes von NMN+* konden-
siert (4 Tage bei RT). Der Reaktionsansatz wurde
sdulenchromatographisch an DEAE-Cellulose mit
Triethylammoniumbicarbonat (TBK)-Puffer, pH 7,5
(0—0,4 M) als Elutionsmittel aufgetrennt. AufBer
N3”AD+, Elution bei 0,18 M TBK, entstand bei der
Kondensation auch P! P2 (Bis-3’,3"-adenosyl)-di-
phosphat (3',3”Ap,A), Elution bei 0,23 M TBK. Aus-
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beute (bezogen auf 3'AMP): 5% N3”AD+, 39%
3",3”Ap,A.

Die Charakterisierung von N3”AD+ gelang enzy-
matisch und spektroskopisch. Im UV-Spektrum
zeigte N3”AD* nach Zugabe von KCN ein fiir den
Nicotinamidribosidteil des Coenzymanalogons typi-
sches Maximum des Cyanidadduktes (Amax=
326 nm) neben der Absorption des Adeninrin-
ges (Amax=260 nm). Ferner konnte auch ein Ni-
trataddukt von NAD* wie von N3”AD* (Amax=
302 nm) erhalten werden. Das Spaltungsverhal-
ten gegeniiber Alkalischer Phosphatase (APase)
und Phosphodiesterasen aus Schlangengift (PDE-
ase I) und Kalbsmilz (PDEase II) und die dabei ent-
standenen Spaltungsprodukte beweisen, daB3 einmal
eine Diphosphatbriicke und zum anderen eine 3”-
Verkniipfung des Adenosins vorliegen (Tabelle 1).

(b)  P,P2-(5-p-Nicotinamidribofuranosyl-5"-a-
adenosyl)-diphosphat (Nicotinamid-a-adenindi-
nucleotid, NaeAD*, Abb. 1) wurde wie beschrieben
[8] nach der Methode von Todd [16] dargestelit.

Mit den synthetisierten Analoga N3”AD+* und
NaAD* wurden folgende enzymatische Spalt- und
Abbauprodukte erhalten DC: (R; in LSI) SAMP
(0.22), 3’AMP (0,62) Adenosin (0,50); (R; in LS I,
LSIII) NAD+* (0,55; 0,08), N3”AD* (0,51; 0,07),
NaAD+ (0,54; 0.08), NMN+ (0,68; 0.08), 5’AMP
(0,09; 0,07), 3AMP (0,09; 0,08), 5-aAMP (0,11;
0,07), Adenosin (0,57; 0,56), a-Adenosin (0,59; 0,55).
Elektrophoretische ~ Mobilitit: NAD+*  (+ 1,0),
N3”AD* (+0,4). HPLC: (R{[min]) Nicotinamidri-
bosid (0.65), Adenosin (0.91), NMN+ (1.35), NAD+
(2,79), S’AMP (3,28), N3”AD+ (3,64), 3’AMP (3,88).
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Tab. I Spaltungsverhalten von NAD*, N3”AD+ und
NeAD* "

Enzym APase PDEasel Spalt- PDEaseIl Spalt-

pro- pro-
Substrat dukte dukte
+ _ NMN* _
NAD + S’AMP
ATV NMN* NMN+
+ NMN* =
NaAD — + 5'-aAMP

3. Ergebnisse und Diskussion

Die biologische Aktivitit der Coenzymanaloga
wurde in der (4M)LDH-katalysierten Oxidation von
L-Lactat zu Pyruvat untersucht. Wird NAD* durch
NaAD+* in der LDH-Reaktion ersetzt, so sinkt die
katalytische Aktivitat zwar auf etwa 35 Prozent ge-
geniiber der des NAD* (Wechselzahl = 35.500 mol~*
NAD* x min~* x mol~* LDH) [8]. Die Anomerisie-
rung am C1” des Adenosins bedingt gleichzeitig eine
etwa Sfache Erhohung des K,-Wertes von NaAD*
gegeniiber dem natiirlichen Coenzym (Kyn=
0,27 mmol x 17?) [8]. N3”AD+* wird dagegen in der
(4M)LDH-Reaktion weder reduziert, noch kann die-
ses Analogon, z. B. bei aquimolarer Zugabe im Be-
reich der Ky-Konzentration, die Coenzymaktivitét
des NAD* hemmen.

NAD* besteht aus dem Adenosin als Effektorteil
(A-Teil), der mit dem am Hydridtransfer beteiligten
Nicotinamidribosid, dem Cosubstratteil (N-Teil),
iiber eine 5’,5”Diphosphatbriicke verkniipft ist. Der
Diphosphatteil wird durch elektrostatische Wechsel-
wirkungen zwischen Arginin- und Lysinseitenketten
(arg 101, lys 58) der LDH [17, 18] im Coenzymbin-
dingszentrum fixiert. Dadurch wird der Bindungsbe-
reich fiir den A-Teil des Coenzyms eingegrenzt. Bei
der im N3”AD* vorliegenden unnatiirlichen 3”-Ver-
kniipfung des Adenosins mit dem Diphosphatteil
des Coenzyms liegt das Adenosin rdumlich ,,auBer-
halb“ der Effektorbindungsstelle. N3”AD* verhilt
sich deshalb wie ein NAD*-Analogon ohne ,,hydro-
phoben Anker“, so daB die Hydridiibertragungsre-
aktion der LDH von N3”AD+* ebensowenig ,,modu-
liert*“ werden kann wie durch NMNPR* [1]. Das Co-
enzym kann die katalytische Aktivitit der LDH nur
dann anschalten, wenn sowohl der N- als auch der
A-Teil in die Coenzymbindungsstelle passen und da-
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durch Wechselwirkungen iiber bestimmte Amino-
sdureseitenketten (tyr 85, asp 53, gly 30) [17, 18]
moglich werden.

Diese Wechselbeziehungen entfallen, wenn der
Adenosinrest wie im NMNPR* fehlt oder aus der
nativen 5”- in die unnatiirliche 3”-Position transfe-
riert wurde. Sie bleiben dagegen im NaAD* erhal-
ten, da der Adeninring in diesem Analogon eine
NAD*-4quivalente Position durch Anderung des
Torsionswinkels C4”-C5”-O5”-P2 einstellen kann
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